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Knochenfische (Teleostei) stellen mit ihren rund 450 Familien und ca. 20.000 Arten eine der 
artenreichsten und formenvielfältigsten Gruppen der Wirbeltiere dar. Seit ihrem ersten 
Auftreten im Paläozoikum (Devon) besiedelten sie fast alle marinen und limnischen 
Ökosysteme, an die sie sich morphologisch und physiologisch anpassten. Anthropogene 
Eingriffe wie intensive Bewirtschaftung, Gewässerverbauung, Pestizideinsatz und 
Schwermetallbelastungen zerstören zunehmend ihre Lebensräume und führen zu 
umweltbedingten Erkrankungen. Auch pathogene Organismen wie Viren, Bakterien, Pilze 
und Parasiten stellen eine Gefahr für Fische dar und können Infektionen und Krankheiten 
auslösen (BAUR und RAPP, 2003).  
Zum Schutz gegen solche Invasoren fungiert ihr Immun- bzw. Abwehrsystem, welches sich 
in lymphoide Zellen, Gewebe und Organe differenziert (siehe Tab. 1). Während die primären 
lymphatischen Organe wie Niere und Thymus für Bildung und antigenunabhängige 
Differenzierung von Vorläuferzellen zu immunkompetenten Lymphozyten zuständig sind, 
kommt es in den sekundären lymphatischen Organen wie Milz und GALT (Gut-associated-
lymphoid-Tissue) zu einem Zusammentreffen zwischen immunkompetenten Lymphozyten 
und Antigenen (ZAPATA et al., 1996). Funktionell gliedert sich das Immunsystem in einen 
spezifischen adaptiven Teil bzw. einen unspezifischen angeborenen Teil, kombiniert mit 
humoralen und zellulären Effektormechanismen (siehe Abb.1).  
 
Das spezifische Immunsystem, es entstand vor ca. 450 Millionen Jahren, beruht auf der 
Aktivität von Lymphozyten, die als B- und T- Lymphozyten in Erscheinung treten. Die 
Bezeichnung B- und T-Lymphozyten bezieht sich auf den Ort ihrer Prägung. Während B-
Lymphozyten (B-Zellen) der Säugetiere im Knochenmark, ein Äquivalent der sog. Bursa 
Fabricii, ein lymphoepitheliales Organ  im Kloakalbereich bei Vögeln entstehen, werden die 
B-Zellen der Knochenfische (sie besitzen kein Knochenmark) in der Niere gebildet. T-
Lymphozyten (T-Zellen) hingegen reifen sowohl bei Säugetieren als auch bei Knochenfischen 
im Thymus heran (siehe Tab. 1). Beide Lymphozytenpopulationen werden bei Kontakt mit 
Fremdkörpern, auch Antigene genannt, aktiviert. B-Lymphozyten differenzieren sich weiter 
zu Plasmazellen und können bei Fremdkontakt spezifische, gegen das Antigen gerichtete 
Plasmaproteine (Antikörper oder Immunoglobuline, Ig) produzieren und diese ins Blut 
abgeben. T-Lymphozyten sezernieren im Gegensatz zu den Plasmazellen keine Antikörper, 





Nach Antigenkontakt lassen sich die T-Lymphozyten funktionell in verschiedene 
Subpopulationen einteilen, auf die aber nur kurz eingegangen werden soll:  T-Helferzellen 
fördern die Proliferation und Differenzierung und induzieren zytotoxische Reaktionen. T-
Gedächtniszellen sind spezielle Helferzellen, die einmal gelernte spezifische 
Immunreaktionen speichern und bei Kontakt mit demselben Antigen eine schnelle gezielte 
Abwehrreaktion auslösen. Regulatorische-T-Zellen (vormals T-Suppressorzellen genannt) 
dämpfen Immunreaktionen ab bzw. dämmen sie ein. Zytotoxische T-Zellen (T-Killerzellen) 
sind gezielt gegen ein spezielles Antigen gerichtet, sie eliminieren körpereigene virus-































Im Gegensatz zu T-Killerzellen reagieren natürliche Killerzellen (NK-Zellen) der Säugetiere 
spontan, benötigen keine vorherige Stimulation und sind schon bei erstem Kontakt mit virus-
infizierten oder malignen Zellen aktiv. Sie werden in diesem Zusammenhang auch als „Erste 
Welle“ der unspezifischen Immunabwehr bezeichnet.  
 
Abbildung 1: Übersicht über immunologische Abwehrmechanismen 
bei Knochenfischen. Modifiziert nach R. Keller, Lehrbuch der 

























Anhand histologischer Untersuchungen werden sowohl die antikörperabhängigen 
zytotoxischen T-Zellen als auch  NK-Zellen als „large granular lymphocytes“ (LGL) 
bezeichnet, da sie im Lichtmikroskop morphologisch als große mononukleäre lymphoide 
Zellen mit azurophilen Granula erscheinen (TIMONEN et al., 1981; TRINCHIERI, 1994).  
 
Tabelle 1:  Vergleich lymphoider Zellen, Gewebe und Organe bei Fischen und Säugern 
  (ZAPATA und COOPER, 1990; ŠIMA  und VĚTRIČKA,1990). 
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■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 
Milz  
 
□ □ ■ ■ ■ ■ ■ 
Knochenmark 
 
□ □ □ □ □ □ ■ 
Lymphknoten 
 
□ □ □ □ □ □ ■ 
Kopfniere  
 
■ ■ ■ ■ ■ ■ □ 
GALT  
 
□ □ ■ ■ ■ ■ ■ 
MALT  
 
□ □ ■ ■ ■ ■ ■ 
Granulozyten 
 
■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 
Lymphozyten 
 
■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 
Makrophagen 
 
■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 
Plasmazellen 
 
■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 
NK-Zellen 
 
■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 
Agnatha  =  Kieferlose, Cyclostomata  =  Rundmäuler, Chondrichthyes  = Knorpelfische, 
Osteichthyes = Knochenfische, Actinopterygii = Strahlenflosser, Mammalia = Säugetiere; 
Myxini = Schleimaale, Petromyzonta = Neunaugen, Holocephalii = Chimären, 
Elasmobranchii = Haie und Rochen, Chondrostei  =  Knorpelganoide, Holostei = 
Knochenganoide,  Teleostei  =  echte Knochenfische, Rodentia = Nagetiere (*z.B. Ratte), 
GALT = Gut-associated-lymphoid-Tissue, MALT =  Mucosa-associated-lymphoid-





Knochenfische besitzen morphologisch ähnliche, d.h. eosinophil granulierte Zellen bzw. 
funktionell NK-ähnliche Zellen, auch „non-specific oder natural cytotoxic cells“ (NCC) 
genannt. Bei der Plötze (Rutilus rutilus) und Bachforelle (Salmo trutta) wurden in giemsa-
gefärbten Blutausstrichen Lymphozyten mit eosinophilen Granula identifiziert (CATTON, 
1951). Eine entsprechende zytotoxische Funktion wurde von EVANS et al. (1984) allerdings 
bei agranuläre Lymphozyten als NCC beim Katzenwels (Ictalurus punctatus) beschrieben. 
Spätere Untersuchungen an Ictalurus punctatus verweisen auf LGL-ähnliche Zellen (SHEN et 
al., 2004). Bei der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) und der Scholle (Pleuronecta 
platessa) wurden ebenfalls agranuläre NCCs gefunden (GREENLEE et al., 1991; ELLIS, 
1976). Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Karpfen (Cyprinus carpio), Goldfisch 
(Carassius auratus) und Meerbrasse (Sparus aurata) verweisen auf granulierte Lymphozyten 
(BIELEK, 1988; FUJIMAKI und ISODA, 1990; MESEGUER et al., 1994).  
Natürliche Killerzellen kommen neben weiteren Leukozyten wie Monozyten, Granulozyten 
und Thrombozyten im peripheren Blut, in den lymphatischen Hauptorganen wie Kopfniere, 
Rumpfniere und Milz (LAMERS und DE HAAS, 1985), in Epithelien von mucosa-
assoziierten lymphatischen Organen (MALT), aber auch in Haut und Kieme vor (DALMO et 
al., 1997). Mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe enthält antibakterielle Substanzen 
(Lysozyme, Lektine, Proteasen) und bildet eine erste physikalische bzw. chemische Barriere 
gegen eindringende Mikroorganismen (ELLIS, 2001; INGRAM, 1980; PRESS und 
EVENSON, 1999).  
Ultrastrukturelle Merkmale natürlicher Killerzellen sind ihre rundliche bis ovale Gestalt 
sowie ihr runder bis nierenförmiger, heterochromatinreicher, exzentrisch im Zytoplasma 
liegender Zellkern der rund zwei Drittel der Zelle einnimmt. Das Zytoplasma umfasst neben 
wenigen Mitochondrien einen Golgi-Apparat, raues endoplasmatisches Retikulum (rER), 
viele freie Ribosomen, unterschiedlichste Vesikel sowie elektronendichte Granula (ELLIS, 
1976; FUJIMAKI und ISODA, 1990; BIELEK, 1988; MESEGUER et al., 1994). Im 
Zytoplasma vorkommende Granula gelten als Zeichen der Aktivität. Diese im 
Elektronenmikroskop elektronendicht erscheinenden Granula sind modifizierte 
(sekretorische) Lysosomen, welche nur in zytotoxischen Lymphozyten zu finden sind 





Elektronendichte Granula enthalten 
Exozytose freigesetzt werden und Zielzellen töten. Zu diesen Effektorsubstanzen zählen 
lytische Proteine (z.B. Perforin), Proteasen (z.B. Granzyme), Rezeptoren z.B. NCCRP
Erkennung und Bindung der NK
die für die Aktivierung, Inaktivierung und Stabilisierung von Perforin und Granzymen 
beteiligt sind. Calreticulin als deaktivierender Gegenspieler zu Perforin
wichtiger Bestandteil der Granula 
 
Perforin, ein porenbildendes, in den Granula als monomere Form vorliegendes Protein, 
wurde erstmals 1985 aus zytotoxischen T
1985). Perforin ist an der Freisetzung von Granzymen ins Zytoplasma beteiligt, induziert  
Porenbildung in den Plasmamembranen der Targetzellen und verursacht direkte osmotische 
Lyse. Perforin besteht aus unterschiedlichen Domänen, die sich sowohl in der 
Zusammensetzung ihrer Aminosäuren als auch in ihrer Funktion voneinander unterscheiden. 
β5 - β6 gebildet. Die Schleife β
N-terminalen Ende des Proteins ausgerichtet ist (
 
Abbildung 2: Schleifenmodell der
bindenden C2-Domäne basierend auf PCL
ein Protein mit ähnlicher Topologie wie 
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Die Synthese von Perforin erfolgt im endoplasmatischen Retikulum (ER), ein 
Membransystem, das durch seinen neutralen pH-Wert und große Kalziumansammlungen 
gekennzeichnet ist. In frühen Synthesephasen liegt Perforin, es hat ein Molekulargewicht von 
70 kD, als inaktive Form vor. Die Synthese als inaktives Protein ermöglicht es Perforin das 
endoplasmatische Retikulum bzw. den Golgi-Apparat zu passieren, ohne Membranen zu 
zerstören. Nach Freisetzung aus dem rER wird Perforin durch proteolytische Spaltung in 
seine reife, aktive Form überführt. Bei diesem Vorgang wird ein am C-terminalen Ende der 
C2-Domäne (siehe Abb. 2) gebundenes Glykan mit einer Länge von 20 Aminosäuren 
abgespalten, wodurch Perforin in seine 60 kD große Form überführt wird. Durch diese 
Konformationsänderung wird die C2-Domäne freigelegt und kann nun ungehindert an die 
Lipidmoleküle der Membran binden (UELLNER et al., 1997; SMYTH et al., 2001).  
 
Granzyme (Grz) sind eine Gruppe substratspezifischer Serinproteasen, die in 
zytoplasmatischen Granula von zytotoxischen-T-Lymphozyten (CTL) und NK-Zellen 
vorliegen (PETERS et al., 1991). Granzym A und K zeigen Tryptase-Spezifität, Granzym B 
ist aspartase-spezifisch und Granzym M ist spezifisch für Metase. Granzyme führen durch 
Zerstörung der Mitochondrien bzw. der Zellkern-DNA zum Tod der Zielzelle 
(LIEBERMANN, 2003). Untersuchungen am Katzenwels (Ictalurus punctatus) bestätigen das 
Vorkommen von granzym-ähnlichen Proteinen bei Knochenfischen. So zeigt das Granzym 
CFGR-1 Tryptaseaktivitäten und somit Ähnlichkeiten zu Grz A und K (PRAVEEN et al., 
2004), während die Granzyme CFGR-2, -3 und -4 spezifisch für Chymase sind (PRAVEEN et 
al., 2006).  
 
Calreticulin wurde als kalziumbindendes Protein in Zellmembranen des sarcoplasmatischen 
Retikulums der Skelettmuskulatur bei Ratten entdeckt und als „high affinity Ca2+-binding 
protein“ bezeichnet (OSTWALD und MACLENNAN, 1974). Dieses kalziumbindende 
Protein wurde mehrmals „wiederentdeckt“ und Calregulin, CRP55, calsequestrin-like 
protein, CaBP3 und ERp60 genannt (WAISMAN et al., 1985; MACER und KOCH, 1988; 
LEWIS et al., 1985). Bei Ratten wurde Calreticulin als  eisenbindendes Protein nachgewiesen 
und als „mobilferrin“ bezeichnet (CONRAD et al., 1990). Calreticulin wurde primär im 
endoplasmatischen Retikulum und in zytotoxischen Granula nachgewiesen (MILNER et al., 
1991; DUPUIS et al., 1993; FRASER et al., 1998; ANDRIN et al., 1998). Calreticulin ist ein 





Knochenfischen wie der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) nachgewiesen wurde 
(KALES et al., 2004). 
 
Die Hauptfunktionen von Calreticulin im endoplasmatischem Retikulum sind Bindung und 
Speicherung von Kalziumionen (JOHNSON et al., 2001), außerhalb des endoplasmatischen 
Retikulums verhindert Calreticulin Autolyse zytotoxischer Zellen bzw. osmotische Lyse von 
Targetzellen (DUPUIS et al., 1993). Zahlreiche Untersuchungen bestätigen das Vorkommen 
von Calreticulin außerhalb des endoplasmatischen Retikulums. So wurde es an 
Zelloberflächen aktivierter T-Lymphozyten (BURNS et al., 1992; AROSA et al., 1999; GAO 
et al., 2002), an den Zelloberflächen PHA-stimulierter Leukozyten (KALES et al., 2007), an 
Membranen zirkulierender Neutrophiler (GHIRAN et al., 2003), im Zytoplasma (LEUNG-
HAGENSTEIJN et al., 1994; CONRAD et al., 1996), im Zytosol (HOLASKA et al., 2001; 
AFSHAR et al., 2005) und im Zellkern (DEDHAR et al., 1994; TREVES et al., 1998; 
MESAELI et al., 1999) nachgewiesen. 
  
Calreticulin besteht aus drei strukturell bzw. funktionell unterschiedlichen Regionen 
(CORBETT und MICHALAK, 2000; GELEBART et al., 2005). Das Protein beginnt mit 
einer am N-terminalen Ende liegenden kurzen, aus wenigen Aminosäuren bestehenden 
Signalsequenz (MICHALAK et al., 1999), gefolgt von einer globulären, stark gefalteten, 
substraterkennenden  N-Domäne aus  acht antiparallel angeordneten β-Schleifen 
(NAKAMURA et al., 2001; HOLASKA et al., 2002). Diese N-Domäne inhibiert die PDI-
Aktivität (BAKSH et al., 1995), bindet PKC (NALEFSKY und FALKE, 1996), Zn+2-Ionen 
(MICHALAK et al., 1999), sowie Proteine des endoplasmatischen Retikulums (FRICKEL et 
al., 2002). Im Zellkern bindet die N-Domäne an Integrine (LEUNG-HAGESTEIJN et al., 
1994), an Hormonrezeptoren (DEDHAR et al., 1994; ARNAUD et al., 1996) und interagiert 
mit dem Histon H1 (TREVES et al., 1998). Die mittlere Region des Proteins wird von einer 
prolinreichen P-Domäne (SMITH et al., 1989), bestehend aus sechs helixartig angeordneten 
kurzen β-Strängen, formiert zu je drei antiparallelen β-Schleifen (ELLGAARD et al., 2001) 
gebildet. Diese Region bindet Ca+2 mit hoher Affinität (BAKSH et al., 1991), bindet PDI 
(BAKSH et al., 1995), ER-Proteine wie ERp57 (FRICKEL et al., 2002) und interagiert stark 
mit Perforin (FRASER et al., 1998; ANDRIN et al., 1998). Das C-terminale Proteinende wird 
von einer stark sauren C-Domäne gebildet (SMITH et al., 1989; MICHALAK et al., 1999), 





et al., 2001) und Ca+2 mit hoher Kapazität bindet (BAKSH et al., 1995). Dieser Region wird 
auch  die Bindung von Fe+3-Molekülen zugeschrieben (CONRAD et al., 1990 und 1996; 
HØRUP et al., 2001). Zentrale Funktion dieser Region ist die Interaktion von Calreticulin mit 
PDI, ERp57 und anderen ER-Proteinen (CORBETT et al., 1999). An die C-Domäne schließt 
eine kurze KDEL-Signalsequenz (SMITH et al., 1989) an. Diese Signalsequenz, sie besteht 
aus den Aminosäuren Lysin-Asparagin-Glutamin und Leucin, sorgt dafür, dass die C-Domäne 
in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums vordringen bzw. sich aus dieser 
zurückziehen kann (MICHALAK et al., 1999; HØRUP et al., 2001).  
 
Die zellvermittelte Zytolyse von Targetzellen beruht auf zwei miteinander gekoppelten 
Mechanismen, nämlich Nekrose oder osmotische Lyse und Apoptose, der programmierte 
Zelltod. Beide Mechanismen, sie führen zur Zerstörung der Zielzelle, werden bei der 
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) mit YAC-1 als Targetzellen beschrieben 
(GREENLEE et al., 1991). Die zellvermittelte Zytolyse gliedert sich in drei Teilschritte, 
nämlich Erkennung der Targetzelle, Bindung an die Targetzelle (Konjugatbildung) und 
Freisetzung zytotoxischer Effektorsubstanzen wie Perforin, Chymasen und anderer 
Granzyme. Die Erkennung der Targetzelle erfolgt über spezielle Rezeptoren, die beim 
Katzenwels (Ictalurus punctatus) als „non-specific cytotoxic cell receptor protein“ 
identifiziert und NCCRP-1 genannt wird. Dieser Rezeptor ist auch für die anschließende 
Bindung der Effektorzelle an die Targetzelle verantwortlich (JASO-FRIEDMANN et al., 
2001). Nachdem die Effektorzelle die Targetzelle erkannt hat, wandern die zytoplasmatischen 
Granula in Richtung Kontaktstelle, die Granula fusionieren mit der Zellmembran und setzen 
ihren Inhalt durch Exozytose in den Interzellularspalt frei.  
 
Die Interaktion zwischen Perforin, Granzymen und Calreticulin wird von Kalzium 
gesteuert und ist vom pH-Wert des betreffenden Milieus abhängig. Sie erfolgt intrazellulär, an 
den Granulamembranen, sowie  extrazellulär an den Membranen der Effektor-, bzw. 
Targetzelle. In beiden Fällen erfolgt die Bindung von Perforin über die P-Domäne des 
Calreticulin, in Abwesenheit von Kalzium (FRASER et al., 1998; ANDRIN et al., 1998). Die 
intrazelluläre Bindung der beiden Proteine erfolgt während der Synthesephase im rauen 
endoplasmatischen Retikulum bzw. während der Passage durch den Golgi-Apparat. 
Calreticulin bindet Perforin und bildet mit diesem  einen zunächst inaktiven Komplex, 





1997). Das saure Milieu der Granula (pH 4,9-5,2) sowie die Komplexbildung inaktivieren 
Perforin und schützen die Effektorzelle vor dessen membranlytischen Funktion und somit vor 
Autolyse. Der Perforin-Calreticulin-Komplex wird durch Exozytose freigesetzt und bindet an 
die Targetzellmembran. Damit Perforin in die Lipiddoppelschichte der Targetzellmembran 
eindringen kann, werden Chymasen wirksam. Diese Enzyme beginnen Calreticulin zu 
spalten, wodurch die extrazelluläre Kalziumkonzentration ansteigt und der pH-Wert einen 
Wert von ca. 6,2  erreicht.  In diesem sauren, kalziumreichen Milieu kann Perforin nur 
teilweise in die Targetzellmembran eindringen (ANDRIN et al., 1998; VOSKOBOINIK und 
TRAPANI, 2006). Erst wenn Calreticulin vollständig gespalten ist und von der 
Targetzellmembran diffundiert, wird Perforin lytisch aktiv, dringt in die Lipiddoppelschichte 
der Targetzellmembran ein, wird polymerisiert und induziert Porenbildung. Über diese Poren 
erfolgt ein Ionen- bzw. Wassereinstrom, der osmotische Lyse bewirkt (FRASER et al., 1998 
und 2000). Die freigesetzten Granzyme können nun über die vorgeformten Poren in die 
Targetzelle eindringen. Während Grz A auf direkten Weg Apoptose induziert, kann Grz B 
zusätzlich einen Enzymkomplex aus Caspasen („cysteine dependent aspartarte specific 
proteases“) aktivieren. Diese Enzyme sind z.B. an der DNA-Fragmentierung,  
Chromatinkondensation des Zellkernes beteiligt und führen zur Apoptose (HOGAN et al., 
1999; LIEBERMANN, 2003; EVANS et al., 2001).  
 
Ein weiterer Mechanismus ist der FasL-FasR-Mechanismus. Er ist kalziumunabhängig und 
verläuft über verschiedene Membran-Rezeptoren. Die NK-Zelle bindet mit ihrem Fas-
Liganden (FasL) an den Fas-Rezeptor (FasR) der Targetzelle. FasL wird durch Sekretion 
freigesetzt, dringt in die Targetzelle ein, aktiviert Caspasen und induziert Apoptose. Auf diese 
Weise werden nicht nur Tumorzellen, sondern auch protozoische Parasiten abgetötet 
(BISHOP et al., 2002; JASO-FRIEDMANN et al., 2000).  
 
Zu den humoralen Abwehrmechanismen (siehe Tabelle 1) zählen in Serum, Mucus und 
Geweben vorkommende Substanzen, welche bakterielle und virale Infektionen verhindern. 
Während Interferone, als zelluläre Proteine, virale Infektionen durch Störung der RNA-
Translation, Virusreplikation und Proteinsynthese unterbinden,  hemmen die, den 
Glykoproteinen zugehörigen Transferrine, das Wachstum von Mikroorganismen durch 
Eisenbindung (INGRAM, 1980). Lysozyme, mucolytische Proteine,  zerstören gram-negative 





Aktivitäten zeigten sich in granulozytenreichen, hämatopoetischen Gewebe,  in Plasma und 
Lymphe (INGRAM, 1980). Bei der Scholle (Pleuronecta platessa) wurde Lysozym in 
neutrophilen Granulozyten, in Peritonealmakrophagen, Milz, Nieren, Haut und Hautschleim 
nachgewiesen (MURRAY und FLETCHER, 1976). C-reaktives Protein (CRP), ein akute-
Phase-Protein, wurde während der akuten Phase einer Infektion, Entzündung oder 
Gewebsverletzung im Serum unterschiedlicher Fischspezies nachgewiesen (RIJKERS, 1982). 
In Forellenserum verhindert CRP  durch eine Erhöhung der Phagozytoserate das Wachstum 
von Bakterien und wehrt auf diese Weise Krankheitserreger ab (NAKANISHI et al., 1991). 
 
Das dem unspezifischen Teil des Immunsystems zugehörige Komplementsystem kann 
infizierte Zellen durch zwei Mechanismen töten, durch Opsonisation (verstärkte Phagozytose) 
und durch Zell-Lyse. Es besteht aus den Komplementfaktoren C1 bis C9, welche im Serum 
vorliegen. Die Aktivierung erfolgt kaskadenartig auf drei differenzierten Wegen. Der 
klassische Weg wird durch Bindung von Antikörpern an die Zelloberfläche induziert und ist 
Teil des adaptiven Immunsystems. Der Lektinweg und der Alternativweg verlaufen 
antikörperunabhängig und werden dem unspezifischen Immunsystem zugeordnet. Während 
der lektinabhängige Weg durch einen Komplex aus Mannose-bindenden Lektin und 
Serinproteasen aktiviert wird, wird der alternative Weg durch direkten Kontakt mit 
pathogenen Organismen wie Bakterien ausgelöst (HOLLAND und LAMBRIS, 2002). Das 
Komplementprotein C3 liegt bei Knochenfischen in verschiedenen isomeren Formen vor 
(NONAKA et al., 1984; SUNYER et al., 1996 und 1997), wird enzymatisch zu C3b gespalten 
und setzt den alternativen Mechanismus in Gang. Durch mehrere Spaltungsprozesse entsteht 
die C5-Konvertase, ein Enzymkomplex, der das Protein C5 in C5a und C5b spaltet. Während 
C5a dissoziiert, ist das Protein Cb5  für den Aufbau des Membranangriffskomplexes 
(„membrane attack complex - MAC“) notwendig. Die Bildung dieses Komplexes ist 
Voraussetzung für die lytische Wirkung des Komplementsystems. Cb5 bindet die 
Komponenten C6 und C7 zu einem trimeren Komplex, welcher eng an die 
Membranoberfläche der Targetzelle bindet. Durch nachfolgende Bindung von C8 wird die 
Membran aufgebrochen. Im Gegensatz zu C5b, C6 und C7 verfügt C8 über mehrere 
Bindungsstellen, an die sich C9-Moleküle anlagern können. Dadurch entsteht eine tubuläre 
porenartige Struktur, die mit dem Komplex C5b678 verbunden ist. Die Pore selbst ist ein 
transmembraner Kanal, der von helixartig angeordneten C9-Proteinen gebildet wird (KOLB 





Die vorliegende Diplomarbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil werden agranuläre 
und granuläre Lymphozyten mit Hilfe ultrastruktureller Methoden morphologisch 
charakterisiert und dadurch von den in der Rumpfniere befindlichen übrigen Leukozytentypen 
abgegrenzt.  
Im zweiten Teil meiner Arbeit werden insbesondere die granulierten Lymphozyten, welche in 
der Literatur als NK-ähnliche Zellen beschrieben werden, anhand immunzytochemischer 
Untersuchungen mit (an Goldpartikel gekoppelten) anti-Calreticulin-Antikörpern detektiert, 
um das Auftreten des multifunktionellen Proteins Calreticulin zu untersuchen. Dieses setzt bei 
Säuger-NK-Zellen als wichtige Komponente zytotoxischer Granula die zytotoxischen 
Effektorsubstanzen frei, die an der zielgerichteten Zerstörung von Targetzellen beteiligt sind. 
Ein Nachweis von Calreticulin würde die Hypothese stützen, dass es sich bei diesen 








Als Untersuchungsobjekte dienten Karpfen (Cyprinus carpio L.),  Spiegelkarpfen (Cyprinus 
carpio carpio), Goldfisch (Carassius auratus) und Giebel (Carassius auratus gibelio L.), vier 
unterschiedliche Fischspezies aus der Familien der Cyprinidae. 
Systematik 
KLASSE   Osteichthyes - Knochenfische 
INFRAKLASSE  Teleostei - Knochenfische i.e.S. 
ORDNUNG   Cypriniformes - Karpfenartige 
FAMILIE   Cyprinidae - Karpfenfische 
GATTUNG   Cyprinus 
ART    Cyprinus carpio L. - Karpfen, Linneus, 1758  
   Cyprinus carpio carpio - Spiegelkarpfen 
GATTUNG   Carassius 
ART    Carassius auratus - Goldfisch, Linneus, 1758   
   Carassius auratus gibelio - Giebel, Bloch 1783 
 
Die Fische wurden aus niederösterreichischen Gewässern  bzw. von Händlern bezogen. Die in 
Wasserbehältern lebend transportierten Fische werden im Labor  (des Institutes für Histologie 
und Embryologie der Medizinischen Universität Wien) mit einem gezielten Schlag auf den 
Hinterkopf getötet. Zur anschließenden Weiterverarbeitung wird die Leibeshöhle von caudal, 
bei der Schwanzflosse beginnend, ventralseits, in Richtung cranial mit einer spitzen Schere 
geöffnet. Nach Entfernung der Gonade und der Leber, werden zunächst  der Vorder -, Mittel- 
und Enddarm entnommen, die Schwimmblase entfernt und die Kopfniere bzw. Niere 
freigelegt.  Die Nierengewebe werden unter dem Binokular in 0,1 molarer PBS-Lösung (pH 
7,4) in 2-5 mm große Gewebestückchen zerteilt.  
Für morphologische Untersuchungen werden die Nierenstücke in den entsprechenden 
Fixiermitteln (siehe S.13)  vorfixiert, zehn Minuten mit 0,1M PBS (pH 7,4) gewaschen und in 
diesem über Nacht im Kühlschrank bei 4°C belassen. Nach einem weiteren Waschvorgang 
erfolgt eine Postfixierung in 1%igem Osmium gefolgt von einem zehnminutigen 
Waschvorgang in 0,1 molarer PBS-Lösung. Für immunzytochemische Untersuchungen 
werden die Nierenstücke in den entsprechenden Fixiermitteln 2 Std. bei RT fixiert, 1x mit 0,1 
molarer PBS-Lösung (pH 7,4) gewaschen und über  Nacht  auf 4°C gekühlt. 




Vor der Einbettung in Glycidether 100 bzw. LRW erfolgt eine Entwässerung in aufsteigender 
Ethanolreihe (2 x 70%, 1 x 80% und 1 x 95% zu je 20 min, sowie  3 x 100% zu je 30 min, 
RT). Danach werden die Präparate zunächst in das Zwischenmedium Propylenoxid (3 x 20 
min, RT) überführt, anschließend mit Propylenoxid/Glycidether (1:1) infiltriert (ü. N., 4°C), 
danach 3 Std. bei RT in Propylenoxid/Glycidether (1:2) weitergeführt bevor sie in reines 
Glycidether überführt werden. Nach  der Einbettung in flache Kunststoffformen wird 
Glycidether 100 24 Std. bei 40°C vorpolymerisiert und für 24 Std. bei 60°C polymerisiert. Für 
immunzytochemische Untersuchungen werden die Präparate mit flüssigem LRW infiltriert 
und nach dreimaligen Wechsel über Nacht auf 4°C gekühlt. Am nächsten Morgen wird LRW 
noch zwei weitere Male gewechselt, bevor die Präparate, unter Luftabschluss in 
Gelatinekapseln eingebettet  und für 48 Std. bei 60°C auspolymerisiert werden. 
Fixiermittel für          Glycidether 100 
• 2,5% Glutaraldehyd  in 0,1M PBS (pH 7,4) 
• 2,5% Glutaraldehyd  in 0,1M Phosphat-
puffer nach Sörensen  (pH 7,4) 
• 1% Osmium in 0,1 M PBS (pH 7,4) 
                              LRW 
• 2,5% Glutaraldehyd in 0,1M PBS (pH 7,4) 
• 4% Paraformaldehyd + 0,05% Glutaraldehyd 
in 0,1M Cacodylatpuffer (pH 7,4) 
• 4% Paraformaldehyd in 0,1M PBS (pH 7,4) 
Die ausgehärteten Harzblöcke werden zunächst in Semidünnschnitte von 0,5 µm Dicke 
geschnitten und auf Objektträgern, versehen mit einem Tropfen A. bidest. transferiert. Auf 
diesen werden sie für 1-2 Minuten auf einer 70°C temperierten Heizplatte hitzefixiert. Zur 
Auswahl geeigneter Stellen für das anschließende Ultraschneiden erfolgen 
Selektivfärbungen mit den Farbstoffen Methylenblau-Azur-II (Lösung nach Richardson) 
bzw. mit Toluidinblau O (ROMEIS, 1989). Im Lichtmikroskop werden daraufhin geeignete 
Stellen für die Herstellung von Ultradünnschnitten ausgewählt. Dazu werden die 
Harzblöcke in 0,05 µm dünne Schnitte geschnitten und auf Dünnsteg-Netze (Nickel bzw. 
Gold, 200 Mesh) aufgezogen. Bevor die ultradünnen Gewebeschnitte aus Glycidether 100 
und LRW im Transmissionselektronenmikroskop JEM-1200 EX II morphologisch untersucht 
werden können, werden diese  mit wässrigem bzw. methanolischen Uranylazetat (17-20 min, 
RT) und Bleizitrat (7 min, RT) kontrastiert (ROMEIS, 1989).   
 
Die Immunzytochemischen Färbungen erfolgen nach der „post-embedding-Technik“. Bei 
dieser Technik wird vorher fixiertes Nierengewebe in LRW eingebettet, geschnitten und erst 
dann mit Antikörpern inkubiert.  Die Antikörperreaktion selbst verläuft in zwei Schritten nach 




der „Indirekten Methode“. Die primären Antikörper sind in Ziege gegen Kaninchen-
Antikörpern (Goat anti Rabbit, abgekürzt g α r), die Sekundärantikörper in Kaninchen-
Antikörpern hergestellt und an Goldpartikeln von 10 nm bzw. 15 nm gekoppelt. Im ersten 
Reaktionsschritt bindet der anti-Calreticulin-Antikörper (polyklonaler IgG, g α r, 1:100, 1:10) 
an das Antigen und wird im zweiten Reaktionsschritt durch den an Goldpartikeln (ø 10 bzw. 
15nm) gekoppelten zweiten Antikörper (monoklonaler IgG, g α r, 1:20) detektiert.  
 
Primäre Antikörper 
Bezeichnung Charakterisierung Verdünnung Charge 
anti- Calreticulin polyklonaler IgG, g α r 1:100 NB 60-101 B2 
anti- Calreticulin polyklonaler IgG, g α r 1:100 NB 60-101 A2 
anti- Calreticulin polyklonaler IgG, g α r 1:10 NB 60-101 A2 
 
Sekundäre Antikörper 
Bezeichnung Charakterisierung gekoppelt mit Verdünnung Charge 
Immunogold Conjugate monoklonaler IgG 10 nm Au 1:20 Batch 4049 
Immunogold Conjugate monoklonaler IgG 10 nm Au 1:20 Batch 2572 
Immunogold Conjugate monoklonaler IgG 10 nm Au 1:20 Batch 8026 
Immunogold Conjugate monoklonaler IgG 15 nm Au 1:20 Batch 4674 
Immunogold Conjugate monoklonaler IgG 15 nm Au 1:20 Batch 2316 
 
Angabe der Reaktionsschritte, Pufferlösungen und Inkubationszeiten 





Präinkubieren 1 Puffer 1 0,1 M PBS + 0,5µl Tween 20 + 4%  BSA 7,4 20 min, RT 
Primärantikörper Puffer 1 0,1 M PBS + 0,5µl Tween 20 + 4%  BSA 7,4 2 Std., 37°C 
Waschen Puffer 2 Puffer 1 ohne BSA 7,4 3x10min, RT 
Präinkubieren 2 Puffer 3 0,1 M PBS + 0,5µl Tween 20 + 1% BSA 8,0 20 min, RT 
Sekundärantikörper Puffer 3 0,1 M PBS + 0,5µl Tween 20 + 1% BSA 8,0 2 Std., 37°C 
Waschen Puffer 4 Puffer 3 ohne BSA 8,0 3x10min, RT 
Pro Färbung werden 12 Netze, davon 9 Netze zu je drei Proben und 3 Netze mit  
dazugehörigen Kontrollschnitten in 25µl großen Tropfen der jeweiligen Lösung gefärbt. 
Kontrollschnitte werden nicht mit dem Erstantikörper zu Reaktion gebracht, sondern nur mit 
dem Zweitantikörper behandelt. Die Auswertung der Schnitte erfolgte am 
Transmissionselektronenmikroskop JEM-1200 EX II bei einer Emmisionsspannung von 
80kV.  




In der vorliegenden Arbeit wurden die Rumpfnieren von vier verschiedenen Vertretern aus 
der Familie der Cypriniden, nämlich Karpfen (Cyprinus carpio L.), Spiegelkarpfen (Cyprinus 
carpio carpio), Goldfisch (Carassius auratus) und Giebel (Carassius auratus gibelio) 
ausgewertet. Die zu untersuchenden, als granulierte Lymphozyten eingestuften Zellen zeigten 
keine artspezifischen Unterschiede und traten in variabler, relativ geringer Anzahl auf. 
Besonderes Augenmerk legte ich daher auf Carassius auratus gibelio, da sich bei diesem 
Fisch im Vergleich zu den übrigen Exemplaren auffällige, krankheitsbedingte Veränderungen 
vor allem im Bereich der proximalen Nierentubuli sowie im hämatopoetischen Gewebe der 
Niere zeigten. In den Tubuluszellen des Giebel waren auffällige morphologische 
Umgestaltungen vor allem in deren Zytoplasmastruktur sowie an den Mitochondrien 
erkennbar. Die Mitochondrien der Tubuluszellen erscheinen im elektronenmikroskopischen 
Bild sehr elektronenhell. Es zeigen sich pathologische Veränderungen sowohl  in deren 
Matrix-Inhalt als auch im Bereich ihrer Doppelmembranen. Die von der inneren 
Mitochondrienmembran gebildeten Cristae beginnen sich aufzulösen, in der Mitochondrien-
Matrix werden kleine vesikuläre Einschlüsse, vermutlich Abbauprodukte der Matrixproteine 
sichtbar (Abb. 3). In weiterer Folge nehmen die Mitochondrien an Größe zu, sind stark 
aufgequollen und von unregelmäßiger Gestalt. Sie liegen zunehmend dichter um die Zellkerne 
gruppiert im Zytoplasma der Tubuluszellen vor. Stärker aufgelöste Cristae liegen als kurze 
graue, diffus verstreute Trümmer in der zerstörten Mitochondrien-Matrix. Die doppelten 
Membranen dieser Zellorganellen sind ebenfalls stark geschädigt, stellenweise sind sie 
komplett aufgelöst, wodurch deren Matrixinhalt ins Zytoplasma der Tubulszellen austritt 
(Abb. 4). Neben zahlreichen Vesikeln, Lysosomen und elektronendichten Granula treten 
häufig dünne spitze, elektronendichte, stäbchenartige Strukturen im Zytoplasma der 
Tubuluszellen auf. Diese  spitzen Strukturen liegen  frei im Zytoplasma, eingebettet in einer 
elektronenhelleren Matrix diffus verteilt vor, sind nicht membrangebunden und stellen 
womöglich Zell- bzw. Membranreste abgebauter Zellorganellen dar. Häufig sind sie zu 
Aggregaten zusammengelagert (Abb. 5). Ein weiteres Kennzeichen einer erkrankten Niere 
sind in den Nierentubuli vorkommende Wanderzellen (Abb. 3-5). Für diese Blutzellen 
charakteristisch ist, verglichen mit anderen Leukozyten,  ihre geringe Zellgröße (3,2 - 7,0 µm) 
sowie ihre runde bis leicht spindelförmige Gestalt. Ihr Zellkern liegt oft zentral und zeigt eine 
für Lymphozyten typische Chromatinverteilung. Durch den hohen Anteil an Heterochromatin 
erscheint der Zellkern im Elektronenmikroskop  sehr dunkel und hebt sich dadurch deutlich 
von den viel größeren Kernen der Tubuluszellen ab. Ein weiteres charakteristisches Merkmal  




ist der schmale, den Zellkern umgebende, organellenarme Zyoplasmasaum. Vereinzelt 
können schmale Zytoplasmafortsätze und kleine Pseudopodien beobachtet werden. Bei diesen 
Zellen handelt es sich vermutlich um, aus dem Zwischengewebe der Niere, in die Tubuli 
eingewanderte Lymphozyten, welche meist einzeln, aber auch zu zweit zwischen den 
Tubuluszellen anzutreffen sind. Im Unterschied zu den in die Tubuli eingewanderten 
Lymphozyten, handelt es sich bei den Lymphozyten des Zwischengewebes um 4,0 bis 7,3 µm 
große agranuläre, mononukleäre Zellen mit zentral bzw. leicht peripher liegenden, rundlichen, 
heterochromatinreichen Zellkernen, welche rund zwei Drittel der Zelle einnehmen. Im 
schmalen, den Zellkern umgebenden Zytoplasmasaum sind nur wenige Zellorganellen 
ausgebildet, darunter einige wenige Mitochondrien, spärlich entwickeltes endoplasmatisches 
Retikulum sowie selten ausgebildete Golgi-Apparate. Die Zellgrenzen der Lymphozyten sind 
glatt strukturiert, bei einigen dieser Zellen werden jedoch kleine pseudopodienartige Fortsätze 
gebildet (Abb. 7,8). In den nachfolgenden Kapiteln wird auf die in der Literatur als B- bzw. 
T-Zellen bezeichneten „echten agranulären Lymphozyten“ nicht näher eingegangen, da diese 
Zellen mit rein morphologischen Methoden (d.h. ohne immunologische Oberflächenmarker) 
nicht weiter klassifizierbar sind. In den nun folgenden Teilen meiner Diplomarbeit werden 
weitere Typen von Lymphozyten vorgestellt, die sich von herkömmlichen Lymphozyten 
insbesondere durch das Auftreten vielgestaltiger elektronendichter Granula voneinander 
unterscheiden. Aufgrund dieser charakteristischen Merkmale teilte ich diese Zellen ein in: 
   a) agranuläre vesikuläre Vorläuferzellen (zu Typ 1) 
   b) granuläre Lymphozyten - Typ 1  
   c) granuläre Lymphozyten - Typ 2  
Das Zwischengewebe der Niere ist geprägt durch eine große Anzahl von Makrophagen, 
welche sich stellenweise zu Aggregaten zusammenschließen, geschädigte absterbende Zellen 
(nekrotisch und apoptotisch) und zahlreiche, einzeln liegende bzw. zu Aggregaten 
zusammengeschlossene Zellreste. Die stäbchenförmigen Zellreste stammen vermutlich von 
abgestorbenen oder phagozytierten Zellen bzw. Zellorganellen. In einigen Blutzellen sind 
diese dünnen Zellreste in variabel geformten Lysosomen eingeschlossen (Abb. 6). Neben 
kernhältigen Erythrozyten finden sich im hämatopoetischen Gewebe der Niere noch weitere 
Typen von Leukozyten. Von der Gruppe der Granulozyten waren die Neutrophilen in ihrer 
Zahl am häufigsten zu beobachten, die Basophilen seltener, Eosinophile traten nur vereinzelt 
auf. 
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Abbildung 3: Ein proximaler Nierentubulus mit beginnender Auflösung der Mitochondrien
Zytoplasma der Tubuluszellen 
Tubuluszellen (T) liegt ein Lymphozyt
 
Abbildung 4: Zwischen aufgequollenen elektronenhellen 
obere Lymphozyten (L) bildet einen langen dünnen Zytoplasmafortsatz
darunter liegende Zelle an. Im  Lumen
(). Ihre doppelten Zellmembranen lösen sich auf und entlassen den Matrixinhalt in das Zytoplasma der 







treten vereinzelt elektronendichte Granula () 
  (L) von spindelförmiger Gestalt (x8.000). 
Mitochondrien (Mi) liegen zwei Wanderzellen. Der
 () aus und legt sich eng an die 
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Abbildung 5: Im Zytoplasma der Tubuluszelle sind zahlreiche zu Aggregaten zusammengeschlossene, 
elektronendichte Zellreste (ZR) und elektronendichte Granula
Zellkern (ZK) der Tubuluszelle und 
rechten Bildteil ist eine Vielzahl kleiner Vesikeln
Abbildung 6: Im Zytoplasma dieser  Zelle (ev. ein Makrophage) liegen zahlreiche variabel 
einer dünnen Membran umgebene Lysosomen





 (G) sichtbar. Zwischen dem 
den aggregierten Zellresten liegt ein eingewanderter Lymphozyt
 () mit elektronenhellen Lumen sichtbar (x10
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Abbildung 7: Ausschnitt aus dem Zwischengewebe der Niere. Eine Gruppe von 
der Nähe eines viel größeren Makrophagen
phagozytiertes Zellmaterial vor (x6.000).
Abbildung 8: Zwischen degenerierten Zellen, neutrophilen und basophilen Granulozyten
Lymphozyten (L). In ihrem Zytoplasma sind nur wenige Zellorganellen ausgebildet. Der Lymphozyt rechts 







 (M). In seinem Zytoplasma liegt zu Klumpen geformtes 
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Bei diesen Lymphozyten handelt es sich um agranuläre, mononukleäre Zellen, welche als 
Vorläuferzellen zu den granulären Lymphozyten-Typ 1 vermutet werden. Im Vergleich zu 
den übrigen Leukozyten des hämatopoetischen Gewebes der Niere sind diese Zellen 
zahlenmäßig in  nur geringer Anzahl vertreten, zwischen 5,5 und 7,5 µm groß und von 
variabler, aber meist rundlich-ovaler Gestalt mit unregelmäßig geformter Zelloberfläche. Von 
ihrer Oberfläche ausgehend werden oft kurze Zytoplasmafortsätze gebildet, mit denen sie zu 
umliegenden Zellen in engen Kontakt stehen.  Diese Vorläuferzellen treten nur einzeln auf,  
sind sehr häufig in der Nähe der proximalen Nierentubuli zu finden, in seltenen Fällen 
zwischen den Tubuluszellen der Nierenkanälchen (Abb. 9,10). 
Neben einem recht gut entwickelten endoplasmatischen Retikulum - es durchzieht das 
Zytoplasma als schmale längliche Zisternen -  ist auch eine Vielzahl vesikelartiger Strukturen 
sichtbar. Kleine runde Vesikel  (< 0,1 µm) sind im gesamten Zytoplasma der Lymphozyten 
anzutreffen. Größere Vesikel, sie sind bis  zu 0,5 µm groß, liegen in der Peripherie der Zellen, 
sind rund bis oval geformt und von einer elektronendichten, dünnen einfachen Membran 
umschlossen. In ihrem Lumen liegen neben vesikulären und dünnen fibrillären Strukturen 
auch elektronendichtere Einschlüsse. Während die fibrillären Einschlüsse von der Innenseite 
der Vesikelmembran ins Innere des Lumen ziehen bzw. dieses durchziehen, ist homogenes 
Zellmaterial entlang der Membran-Innenseite angeordnet. In einigen dieser Vesikel ist dieses 
Zellmaterial stark verdichtet, wirkt im Elektronenmikroskop elektronendicht und kommt an 
der Peripherie  der Vesikel zu liegen (Abb. 9a,10b). Um den Golgi-Apparat sind stark 
erweiterte, radiär um ein Zytozentrum, rund bis oval geformte Vesikel angeordnet. Ihr im 
elektronenmikroskopischen Bild elektronenhell erscheinendes Lumen ist gegen das 
Zytoplasma durch eine verdickte, elektronendichte Membran abgegrenzt. Während kleine 
Vesikel (0,1 - 0,2 µm) zentral liegen, sind lang ausgezogene  ev.  miteinander verschmelzende 
Vesikel (bis 0,9 µm) eher peripher angeordnet (Abb. 10,10a).  
Ihr Zellkern liegt randständig in der Peripherie der Zelle, ist rundlich bis nierenförmig 
geformt und durch den hohen Anteil an geblocktem Heterochromatin dunkel gefärbt. Das 
Zytoplasma ist reich an Zellorganellen. Mitochondrien vom Cristae-Typ mit dunkel 
gefärbtem Matrix-Inhalt sind rundlich bis länglich geformt. Sie liegen teilweise in Nähe des 
Zellkernes, zumeist aber in der Peripherie der Zelle (Abb. 9a,10b). Durch die zahlreichen 
Ribosomen, viele von ihnen sind zu kleinen Gruppen formiert, erscheint das Zytoplasma 
dieser Zellen im Elektronenmikroskop sehr dunkel. 
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Abbildung 9: Eine agranuläre vesikuläre
Diese Zelle bildet kurze Zytoplasmafortsätze aus, mit der sie in engen Kontakt zur Zellmembran eines 
Lymphozyten (L) steht. Im oberen linken Bildteil liegt ein mononukleärer Leuko
welcher ein Pseudopodium ausbildet und sich damit einem Zellrest
Abbildung 9a: Elektronenhelle Vesikel
elektronendichten Membranen sind um einen Golgi
ribosomenreiche Zytoplasma der Zelle.
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 Vorläuferzelle (L1) liegt in der Nähe eines Nierentubulus
zyt (ev. ein Lymphozyt), 
 (ZR) nähert (x4.000)
 (V) mit verdickten Membranen und 
-Apparat (Go) geordnet bzw. 
 In Lumen  der Vesikel sind fibrilläre bzw. 
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Abbildung 10: Ein aus dem hämatopoetischen Gewebe in ein
Lymphozyt. Golgi-Vesikel (V) liegen 
Tubuluszellen liegen weitgehend 
Zellkern (ZK) der Tubuluszelle wirkt sehr elektronenhell und enthält nur wenig Heterochromatin.
Zelloberfläche werden kurze dicke und lange dünne Zytoplasmafortsätze gebildet
Abbildung 10a: Zwei Zytoplasmafort
sätze () dringen in die Tubuluszelle
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en proximalen Nierentubulus
kreisförmig um ein zentrales Zentriolenpaar.
intakte Mitochondrien (Mi) sowie elektronendichte Granula
 () (x10.000).
Abbildung 10b: Vesikel mit vesikulären Einschlüssen und
peripher verdichtetem Material liegen in einem ribosomenreichen 
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Bei den Lymphozyten-Typ 1 handelt es sich um 4,0 bis 7,5 µm große granulierte Zellen, 
welche  einzeln, diffus verstreut im hämatopoetischen Gewebe der Niere liegen. Besonders 
häufig sind sie in unmittelbarer Nachbarschaft von neutrophilen Granulozyten, eher seltener 
bei basophilen Zellen anzutreffen. Daneben liegen sie auch häufig im Umkreis von nicht in 
Blutgefäßen liegenden Erythrozyten, degenerierten Zellen und Zellresten (Abb. 11). Zwischen 
den Tubuluszellen der Nierentubuli konnten diese granulierten Zellen nicht gefunden werden, 
gelegentlich aber liegen sie am peripheren äußeren Rand der proximalen Tubuli (Abb. 12). 
Vereinzelt waren sie auch im Peritoneum der Niere zu beobachten.  
Die Gestalt dieser Typ 1-Lymphozyten ist sehr variabel. So wurden neben kleinen rundlichen 
Zellen (~ 4,0 µm) auch Zellen mit ovoidem bzw. ovoid-länglichem Aussehen (~ 7,5 µm) im 
Zwischengewebe der Niere gefunden. Verglichen mit agranulären Lymphozyten werden von 
der Zelloberfläche häufig kleine, kurze zytoplasmatische Fortsätze  sowie unterschiedlich 
geformte Pseudopodien gebildet. Der Zellkern ist unterschiedlich geformt, von rundlich-oval, 
leicht eingedellt bis nierenförmig mit starker Einbuchtung, in seltenen Fällen leicht gelappt, 
aber stets peripher, an den Rand der Zelle gedrängt. Er besteht aus gleichen Anteilen von 
dunkel gefärbtem Heterochromatin, welches durch helleres Euchromatin aufgelockert ist und 
nimmt einen großen Teil der Zelle ein. Der Golgi-Apparat ist recht gut entwickelt, ebenso das 
endoplasmatische Retikulum. Die meist rund geformten Mitochondrien liegen entlang des 
Zellkernes bzw. in der Peripherie der Zelle, manchmal durchziehen sie den granulierten 
Bereich des Zytoplasmas (Abb. 11,12).  
Charakteristisches Merkmal dieser lymphoiden Zellen ist die Ausbildung zahlreicher Vesikel 
und Granula, welche stets in der Nähe der eingebuchteten Zellkerne in vorwiegend radiärer 
bzw. kreisförmiger Anordnung im Zytoplasma liegen. In seltenen Fällen konnten einige 
wenige dieser membrangebundenen Zellorganellen in ausgebildeten Pseudopodien gefunden 
werden.  
Die im Elektronenmikroskop elektronenhell erscheinenden Vesikel sind 0,1-0,6 µm groß und 
von runder bis länglich-ovaler Gestalt. Während kleine runde Vesikel in Zentrumsnähe 
liegen, sind größere, runde bis ovale Vertreter meist an der Peripherie des Zentrums  
angeordnet. Im Lumen der Vesikel ist elektronendichteres fibrilläres Material sichtbar.  Diese 
fibrillären Einschlüsse ziehen, ausgehend von der Innenseite der Vesikelmembran ins Innere 
des Lumen, wo sich dieses Material scheinbar verdichtet und sich an der Innenseite der 
Vesikelmembran anlagert. Einige dieser Vesikel enthalten neben fibrillären Einschlüssen auch 




vesikuläre Strukturen. Diese Vesikel waren allerdings nicht häufig zu beobachten (Abb. 
13,14). 
In den Lymphozyten-Typ 1 sind neben den elektronenhellen Vesikeln auch elektronendichte 
Granula im Zytoplasma sichtbar. Es konnten zwischen  1 und 20 Stück dieser, für diese 
Zellen, typischen Granula gefunden werden. Sie sind stets rund geformt mit einem 
Durchmesser von 0,2 µm. Diese elektronendichten Granula liegen meist zentral im 
Zytoplasma der Zellen, von wo sie strahlenförmig, entlang von Mikrotubuli in die Peripherie 
der Zelle wandern (Abb. 13,14). Die Granula haben ein tief schwarz gefärbtes 
elektronendichtes Zentrum, welches nach außen hin dunkle punktförmige Strukturen 
aufweist. Der Bereich zwischen diesem Zentrum und der Innenseite der Granulamembran ist 
elektronenhell (Abb. 13a, 14a). Nur in seltenen Fällen war zwischen dem elektronendichten 
Zentrum eine schmale elektronenhelle Zone sichtbar. In einigen dieser lymphoiden Zellen 
sieht man zwei, von einer Membran umhüllte elektronendichte Granula gleicher Größe. 
Hierbei könnte es sich entweder um  zwei miteinander verschmelzende bzw. zwei sich 
entwickelnde Granula handeln. (Abb. 14,14b). 
Zusätzlich zu den elektronenhellen Vesikeln bzw. elektronendichten Granula liegen im 
Zytoplasma der Zellen sog. Zwischenformen von länglich-ovaler bis tropfenförmiger Gestalt. 
Während tropfenförmige Vesikel zwischen 0,2 µm und 0,3 µm groß sind, erreichen länglich-
ovale Formen eine Größe bis 0,7 µm. Ihr Lumen ist gefüllt mit stärker verdichtetem Material, 
welches im Elektronenmikroskop sehr elektronendicht und dunkel  erscheint. Diese dunklen 
Einschlüsse nehmen scheinbar an Größe zu, runden sich ab und kommen peripher an der 
Innenmembran zu liegen. Zwischen dem elektronendichten Material und der Vesikel-









Abbildung 11: Ein kleiner granulierter Lymphozyt
Erythrozyten (E). Im Zytoplasma der Zelle liegen 
Abbildung 12: Am Rande einer stark geschädigten proximalen Tubuluszelle
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Abbildung 13: Radiär angeordnete elektronendichte Granula beginnen in die Peripherie der Zelle zu 
wandern (x20.000). 
Abbildung 13a: Detailaufnahme der Granula und Vesikel. Die Granula
einfachen elektronendichten Membran umgeben. 
() sichtbar. Der Bereich zwischen ihrer Membran und ihrem elektronendichten Zentrum 
Kleine elektronenhelle Vesikel liegen zentral, größere Vesikel





 (G) sind rund geformt und von einer 
An ihrer Oberfläche sind dunkle punktförmige Strukturen 
 (V) liegen peripher der Granula. Im Lumen 
















Abbildung 14: Ein Lymphozyt-
Erythrozyten (E). Das Zytoplasma ist gekennzeichnet durch elektronendichte 
liegenden elektronenhellen Vesikel. Zwei dieser elektronendichte
der Zelle wo sie nahe zweier von einer Membran umschlossene
 
 
Abbildung 14a: Elektronenhelle Vesikel
bzw. fibrillären Einschlüssen lockern  den granulierten Bereich des 
Zytoplasmas auf. Die elektronendichten Granula
typisches elektronendichtes Zentrum
einer elektronenhelleren Zone 
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Abbildung 16: Im Zytoplasma dieses Typ 1
Granula (G) und elektronenhellen Vesikeln (V) ein peripher liegender Golgi
dem trans-seitig kleine Vesikel abgeschnürt werden (
Abbildung 15: Eine typische Typ 1
Vesikel () mit fibrillären und elektronendichten Einschlüssen liegen in der Peripherie des granulierten 
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Diese granulären Lymphozyten-Typ 2 erreichen eine Größe von bis zu 8,0 µm. Sie treten in 
der Niere vorwiegend einzeln auf, manchmal sind sie auch in kleinen Gruppen  von bis zu 
drei Zellen zu beobachten und liegen diffus im hämatopoetischen Gewebe vor. Ihre 
Zelloberfläche ist meist glatt strukturiert, häufig werden Pseudopodien und von ihrer 
Oberfläche ausgehende kurze Zytoplasmafortsätze gebildet (Abb. 17,18).  Die Zellkerne sind 
sehr variabel geformt, selten sind Einbuchtungen sichtbar, doch liegen sie meist in der 
Peripherie der Zellen. Das Zytoplasma dieser Zellen umfasst nur wenige Mitochondrien sowie 
meist gut ausgebildete Golgi-Apparate. Das endoplasmatische Retikulum ist im Gegensatz zu 
den agranulären vesikulären Vorläuferzellen bzw. granulären Lymphozyten-Typ 1 stark 
entwickelt. Es durchzieht das Zytoplasma der Zellen als lange schmale, einzeln liegende 
Zisternen, in ausgebildeten Pseudopodien liegt es vermehrt und dichter vor (Abb. 18). In 
einigen wenigen dieser Zellen sind kleine, gegen die Peripherie der Zelle verlaufende 0,1 µm 
bis maximal 0,3 µm kleine runde bis ovale Vesikel mit elektronenhellen Lumen zu finden 
(Abb. 18). Die Lymphozyten-Typ 2 sind mit zahlreichen vesikel- bzw. lysosomenartigen 
Strukturen ausgestattet. Diese „Vesikel“ sind rund bis oval geformt, ihre Größe schwankt 
zwischen 0,3 µm  und 0,7 µm, in seltenen Fällen erreichen sie  eine Größe von bis zu 0,9 µm. 
Im Gegensatz zu den Lymphozyten-Typ 1 sind sie nicht in  der Nähe des Zellkernes 
gruppiert, sondern weitläufig im Zytoplasma der Zellen verteilt. Aufgrund ihrer zahlreich im 
Zytoplasma liegenden granulierten Vesikel, in einigen Zellen konnten bis zu 42 Stück 
beobachtet werden, erscheinen diese Zellen im elektronenmikroskopischen Bild sehr dunkel 
(Abb. 18,19). 
Besonderes Kennzeichen dieser granulierten Vesikel sind die in ihrem Lumen liegenden 
elektronendichten Strukturen. Dabei handelt es sich um 0,2 - 0,3 µm große, variabel geformte, 
im Elektronenmikroskop elektronendicht erscheinende Einschlüsse, von rundlicher, ovoider, 
rhomben- rautenförmiger bzw. kristalloider Gestalt (Abb. 18,19). Einige dieser granulären 
Strukturen haben eine stark ausgeprägte sechseckige Form mit gegen das Vesikellumen  
scharf abgegrenzten Kanten (Abb. 19a). Sie unterscheiden sich voneinander nicht nur durch 
ihre Größe und Gestalt, sondern auch durch ihre Anzahl und Lage innerhalb der Vesikel. 
Viele von ihnen liegen einzeln, einige zu zweit bzw. zu dritt, eher seltener in kleinen Gruppen 
von bis zu sechs Stück, meist peripher an die Innenseite der Vesikelmembran gedrängt bzw. 
in zentraler Lage (Abb. 19b).  




An ihrer Oberfläche können oft dunklere punktförmige Strukturen, vermutlich 
charakteristische Artefakte, beobachtet werden (vergl. Typ1-Lymphozyt) (Abb. 20). 
Zwischen den kristalloiden Einschlüssen und der einschichtigen Vesikelmembran ist häufig 
elektronenhelleres, in unterschiedlicher Dichte vorliegendes Zellmaterial erkennbar. Nur in 
seltenen Fällen erscheint das Lumen der Vesikel rein elektronenhell. 
Vielfach liegen im Lumen der Vesikeln stäbchenartige Strukturen. Diese Stäbchen sind 0,2 - 
0,4 µm kurz, langgestreckt bis schwach gebogen und von gleicher Elektronendichte wie die 
kristalloiden Einschlusskörper. Sie liegen einzeln, selten zu zweit, entweder zwischen zwei 
kristalloiden Einschlüssen, angelagert an deren Peripherie oder durchziehen das Lumen des 
Vesikel. Häufig stehen diese Stäbchen  in engem Kontakt zur Vesikelmembran (Abb. 21).  
Eine Sonderform der Typ 2-Lymphozyten sind Zellen mit lysosomenartigen Vesikeln, in 
welchen,  zusätzlich zu den elektronendichten kristalloiden Einschlüssen, auch fibrilläre 
Strukturen erkennbar sind (Abb. 22). Im Zytoplasma dieser Zellen  liegen, verglichen mit den 
Lymphozyten-Typ 2, diese lysosomenartigen Strukturen nur in geringerer Anzahl (2-8 Stück), 
meist dicht gedrängt entlang des Zellkernes (Abb. 22, 24). Sie sind  auch wesentlich größer 
(0,3 - 1,8 µm) und von rundlich-ovaler, ellipsoider bzw. langgestreckter Gestalt. In einigen 
dieser Zellen scheinen diese lysosomenartigen Vesikel miteinander zu verschmelzen und 
erreichen dann Größen von bis zu 2,0 µm (Abb. 23). Die elektronendichten kristalloiden 
Einschlüsse zeigen im elektronenmikroskopischen Bild die bereits erwähnte charakteristische 
Struktur, sind allerdings selten einzeln, sondern häufig in Gruppen von bis zu dreizehn Stück, 
dicht gedrängt, im Lumen der lysosomalen Strukturen angeordnet, wo sie Größen von bis zu 
0,7 µm erreichen (Abb. 25,26). 
Die erwähnten fibrillären Einschlüsse sind von meist gleicher Elektronendichte wie die 
kristalloiden Strukturen (Abb. 23). Sie sind zueinander  mehr oder weniger  parallel 
ausgerichtet und ziehen scheinbar, ausgehend von der Innenseite der Membran,  in deren 
Lumen, wo sie meist peripher zu liegen kommen, die kristalloiden Einschlusskörper 
umwachsen  bzw. diese bogen-, bis halbkreisförmig umlagern (Abb. 24,25,26). In einigen 
wenigen dieser Typ 2-Lymphozyten liegen zusätzlich zu den granulären bzw. fibrillären 
Strukturen, lange dünne stabförmige Einschlüsse. Diese sind zwischen 0,4 µm und 1,0 µm 
lang, verlaufen meist geradlinig, liegen  stets einzeln und sind elektronendichter als die 
Fibrillen (Abb. 27).  
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Abbildung 17: Ein Lymphozyt
Nieretubulus (NT) an. Die Oberfläche der Zelle ist unregelmäßig geformt und bildet einen kurzen 
Zytoplasmafortsatz () sowie ein an ER
reich an Vesikel mit elektronendichten Einschlüssen (x8.000). 
Abbildung 18: Diese Zelle steht über zahlreiche Zytoplasmafortsätze
benachbarten Lymphozyten (L)
Zellmembran liegen, sind große Vesikel mit kristalloiden Einschlüssen
Längliche Zisternen des Endoplasmatischen Retikulums
Zytoplasmaanteil der Zelle (x15.000). 
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Abbildung 19: Typisches Merkmal dieses 
liegenden Vesikel mit unterschiedlich geformten
(x15.000). 
Abbildung 19a: Hexagonale und rundliche 
Einschlüsse sind von verdichtetem Material
() umgeben (x50.000). 
0,5 µm
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Abbildung 19b:  Ein Vesikel mit zwei dicht an
liegenden rundlichen elektronendichten Einschlüssen
liegt nahe eines Zytoplasmafortsatzes 
der Zellmembran (x50.000). 
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Abbildung 20: Ein Lymphozyt-Typ 2
Granulozyten (N). Im Zytoplasma liegen
Vakuole (v) sowie einige Mitochondrien
fünf kristalloide Einschlüsse mit dunklen punktförmigen Strukturen
 
Abbildung 21: Ein Lymphozyt-
Einige Vesikel haben zusätzlich stäbchenartige Strukturen
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Abbildung 22: Ein  Lymphozyt
eines basophilen Granulozyten (B)
(x10.000). Ein sechseckiger elektronendichter kristalloider Einschluss
















Abbildung 23: Lysosomenartige Vesikel
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Abbildung 24: Lange fibrilläre Einschlüsse
durchziehen zwei Vesikel (V1,V
kristalloiden Einschluss (K) (x50.000
Abbildung 26: Stark verdichtete fibrilläre Einschlüsse
() lagern sich halbkreis- bzw. bogenförmig an eine 
Gruppe von kristalloiden Einschlüssen
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2) und umwachsen einen 
, LRW). 
Abbildung 25: Fibrilläre Einschlüsse
drängen kristalloide Einschlüsse
Vesikelrand (x50.000, LRW)
 (K) an bzw. 
 
Abbildung 27: Stabförmige 

























Die Lokalisierung von Calreticulin in den granulierten Lymphozyten erfolgte durch 
Immunfärbungen mit an Goldpartikeln gekoppelten anti-CRT-Antikörpern. Bei den 
Lymphozyten-Typ 1 zeigen sich  positive Reaktionen in den elektronenhellen Vesikeln, 
elektronendichten Granula sowie in den Zwischenformen. In den elektronendichten Granula 
sind positive Reaktionen sowohl an den Granulamembranen als auch in den elektronendichten 
Zentren, an meist einzelnen peripher liegenden Goldpartikeln erkennbar (Abb. 28,29). In den 
elektronenhellen Vesikeln zeigen sich positive Reaktionen an den Vesikelmembranen, an 
peripher liegendem verdichtetem Zellmaterial sowie an den fibrillären Einschlüssen (Abb. 
30). In den sog. Zwischenformen sind positive Reaktionen an den Membranen, fibrillären 
Einschlüssen sowie an den peripher liegenden rundlichen elektronendichten Einschlüssen 
sichtbar (Abb. 31). Fallweise konnten im Zytoplasma der Typ 1-Lymphozyten kleine Cluster 
von 4-6 Goldpartikeln beobachtet werden (Abb.28). 
 
In den Lymphozyten-Typ 2 zeigen sich positive Reaktionen hauptsächlich in den 
granulierten und  lysosomenartigen Vesikeln. In den granulierten Vesikeln sind starke 
Reaktionen in den fünf- bzw. sechseckigen elektronendichten kristalloiden Einschlüssen mit 
an 6-7 meist peripher liegenden Goldpartikeln erkennbar (Abb. 32,33,34).  Kleinere 
kristalloide Einschlüsse hingegen zeigen schwächere Reaktionen (Abb. 32,35). Die 
hexagonalen kristalloiden Einschlüsse der lysosomenartigen Vesikel zeigen stärkere 
Reaktionen (7-9 Goldpartikel) als die kristalloiden Einschlüsse der granulierten Vesikel (Abb. 
36,39). Im Gegensatz zu den granulierten Vesikel liegen in kleineren kristalloiden 
Einschlüssen Goldpartikel meist geclustert (2-4 Stück) vor (Abb. 37). Die fibrillären 
Einschlüsse zeigen schwach positive Reaktionen in deren Peripherie (Abb. 36,38,39). Die 
Membranen der lysosomenartigen Vesikel sind nicht markiert. 
Weitere Lokalisierungen von CRT zeigen sich an den Zelloberflächen (Abb. 28,32,36), in den 
Zellkernen (Abb. 29,33,35,36), fallweise in den Mitochondrien (Abb. 29,32,37) sowie im 

































Abbildung 28: Lokalisierung von CRT in elektronendichten Granula. 
in den elektronendichten Zentren
Abbildung 29: Elektronendichte Granula mit 
in der Peripherie der elektronendichten 
 
Abbildung 30: Einzelne Goldpartikel
an den Membranen sowie an verdichtetem 









 erkennbar (x50.000).  
einzelnen Goldpartikeln an den Membranen
Zentren () (x50.000).  





Abbildung 31: Ovale und tropfenförmige 
Vesikel (V) mit Goldpartikeln (
Membranen, fibrillären  und elektronendichten 
Einschlüssen  (x50.000). 
Calreticulin 
 
artikel ()  sind 
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Abbildung 32: Großer hexagonaler Einschluss (K) und kleine kristalloide Einschlüsse (k) mit einzelnen 
bzw. paarweise angeordneten Goldpartikeln (











Abbildung 33: Verteilung der Goldpartikel  (
im kernnahem Zytoplasmabereich (Zy) (x50.000).
Abbildung 34: Kristalloider Einschluss mit 
peripher liegenden Goldpartikeln (
ZK 
Abbildung 32: Großer hexagonaler Einschluss (K) und kleine kristalloide Einschlüsse (k) mit einzelnen 
bzw. paarweise angeordneten Goldpartikeln (
Goldpartikel sichtbar. Fallweise treten 




). In der Mitochondrienmatrix (Mi)





Abbildung 35: Kleine kristalloide Einschlüsse (k) 
mit wenigen einzelnen Goldpartikeln (
0,5 µm 




). In der itochondrien atrix ( i) sind vereinzelt 
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Abbildung 36: In einem lysosomenartigen Vesikel liegt ein hexagonaler Einschluss mit einzelnen peripher 





Abbildung 37: Kleine kristalloide Einschlüsse 
mit peripher bzw. zentral in Clustern 












Abbildung. 38: Wenige Goldpartikel
den fibrillären Einschlüssen (F) (x50.000).
 
Abbildung 39: Fibrilläre Strukturen (F) mit peripher 
















Lymphozyten übernehmen als Zellen des unspezifischen Immunsystems wichtige Funktionen 
in der Abwehr von pathogenen Organismen wie Parasiten, Bakterien, Pilze und Viren. In der 
vorliegenden Arbeit wurden im hämatopoetischen Gewebe der Niere morphologisch 
unterschiedliche Typen von Lymphozyten beschrieben. Diese Zellen können aufgrund ihrer 
Größe, ihrer peripher im Zytoplasma  der Zellen liegenden, rundlich bis nierenförmig 
geformten Zellkerne mit typischer Eu- bzw. Heterochromatinverteilung sowie aufgrund ihrer 
für Lymphozyten typischen Zellorganellen zur Gruppe der Lymphozyten gezählt werden 
(BIELEK, 1988). Im Unterschied zu herkömmlichen Lymphozyten zeigen diese hier als  
agranuläre vesikuläre Vorläuferzellen bezeichnete Zellen zahlreiche im Zytoplasma der 
Zellen ausgebildete vesikelartige Strukturen unterschiedlicher Größe, mit in ihren Lumina 
liegenden vesikulären, fibrillären  bzw. peripher an den Vesikelmembranen liegenden 
elektronendichten Material. Ein weiterer Unterschied zu herkömmlichen Lymphozyten 
besteht in der Ausbildung zahlreicher vom Golgi-Apparat ausgehender, im Zytoplasma der 
Zellen, in Zentriolennähe, radiär um sog. Zytozentren liegender stark erweiterter 
elektronenheller Vesikel mit verdickten Membranen. Einige dieser runden bis oval geformten 
Vesikel sind lang ausgezogen und stellen womöglich zwei miteinander verschmelzende 
Vesikel dar. Offene Fragen gibt es bezüglich der Funktion dieser elektronenhellen Vesikel in 
den Zellen sowie über die Funktion der verdickten Membranen. Weitere Untersuchungen auf 
zytochemischer Basis müssten folgen um diese offenen Fragen zu klären. 
Die als Lymphozyten-Typ 1 bezeichneten lymphoiden Zellen unterscheiden sich von 
herkömmlichen Lymphozyten durch das Auftreten zahlreicher elektronenheller Vesikel mit 
fibrillären Einschlüssen bzw. elektronendichter Granula, welche in meist radiär-
symmetrischer Anordnung, scheinbar von einem Zytozentrum der Zelle ausgehend,  im 
Zytoplasma der Zellen vorliegen. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zu herkömmlichen 
Lymphozyten  sind sog. Zwischenformen von länglich-ovaler bis tropfenförmiger Gestalt, mit 
elektronendichten meist peripher liegenden Einschlüssen, welche von einer elektronenhellen 
Zone umgeben und gegen das Zytoplasma durch eine elektronendichte Membran abgegrenzt 
sind. Diese Zellen wurden in der Literatur mehrfach unterschiedlich benannt und 
verschiedenen Leukozytengruppen zugeteilt. FUJIMAKI und ISODA (1990) berichten bei 
Goldfischen von runden bis ovalen, organellenarmen Zellen, mit in Vakuolen 
eingeschlossenen charakteristischen Granula von elektronendichter Matrix, welche von einer 
elektronenhellen Zone umgeben sind. Diese Autoren nahmen an, dass diese in Vakuolen 
eingeschlossenen elektronendichten Einschlüsse Abkömmlinge der glatten ER darstellen und 




ebendort gebildet werden. Sie bezeichneten diese Zellen als kleine granuläre Leukozyten 
(small granular lymphocyte, SGL), grenzten diese von den Lymphozyten  ab und stellten sie 
als eigenständige Leukozytenpopulation dar. TRIPATHI et al. (2004) ordnen diese Zellen, 
deren charakteristisches Merkmal 0,1-0,2 µm große Granula mit fibrillären Einschlüssen sind, 
der Gruppe der kleinen Lymphozyten zu, gingen aber weder auf deren Entstehung bzw. 
Funktion ein.  PIKARSKY et al. (2004) beschreiben in Nieren erkrankter Cypriniden 
(Cyprinus carpio) ähnliche Zellen, mit ovalen, manchmal unregelmäßig geformten 
exzentrisch liegenden Zellkernen, vielen freien Ribosomen, gut entwickelten Golgi-Apparaten 
sowie wenigen Mitochondrien bzw. Lysosomen, ordnen sie allerdings den Monozyten bzw. 
Makrophagen zu. Die typischen Inklusionen werden als Herpesviren gedeutet und zeigen in 
Struktur und Anordnung mit den in der vorliegenden Arbeit als „Zwischenformen“ 
bezeichneten Einschlüssen große Ähnlichkeit. 
Diese Herpesviren wurden bei Koi und Karpfen bevorzugt in Zellkernen von Leukozyten in 
Kieme, Milz, Niere aber auch in Haut, Magen, Gehirn und Leber festgestellt (HEDRICK et 
al., 2005). ANTYCHOWICZ et al. (2005) berichten bei polnischen Karpfen über das 
Vorkommen elektronendichter KHV-Partikel (Koi-Herpes-Viren-Partikel), welche in großen 
Ansammlungen nicht nur innerhalb der Zellkerne sondern auch im Zytoplasma infizierter 
Leukozyten von Kieme und Niere vorlagen. CHOI et al. (2004) berichten bei koreanischen 
Karpfen von Herpesviren, die zuerst im Zellkern infizierter Zellen auftraten, die 
Kernmembran passierten und dann ins Zytoplasma der Zelle vordrangen. CHOI et al. 
unterscheiden zwischen sog. Nukleocapsiden mit elektronendichten Inhalt, welcher ihrer 
Meinung nach viraler DNA entspricht und elektronenhellen Capsiden ohne virale DNA. Zu 
ähnlichen Ergebnissen kamen HEDRICK et al. (1990, 2005) und POKOROVA et al. (2005). 
Diese pathogenen viralen Partikel führen bei Cypriniden zu Entzündungsreaktionen des 
Kiemenepithels sowie zu Nekrosenbildungen insbesondere im hämatopoetischen Gewebe der 
Niere aber auch in Leber, Milz und Gastrointestinaltrakt, verbunden mit einer Zunahme der 
Makrophagenzahl mit zahlreich verdautem Zellmaterial (POKOROVA et al., 2005) sowie 
degenerierter Zellen (CHOI et al., 2004). WOLF und DARLINGTON (1971) beschrieben 
beim Katzenwels (Ictalurus nebulosus)  infizierte Zellen mit starkem Virusbefall im 
Nukleoplasma der Zellkerne. In einigen dieser virus-infizierten Zellen traten in den 
Zellkernen elektronendichte lamellar angeordnete Strukturen auf. Auch in der vorliegenden 
Arbeit wurden im hämatopoetischen Gewebe der Niere des Giebel eine große Anzahl von 
Makrophagen, welche sich stellenweise zu Aggregaten zusammenschlossen, geschädigte 




absterbende Zellen (nekrotisch und apoptotisch) und zahlreiche, einzeln liegende bzw. zu 
Aggregaten zusammengeschlossene spitze, stäbchenartige Strukturen festgestellt. Ob diese 
stäbchenartigen elektronendichten Strukturen von abgestorbenen bzw.  phagozytierten Zellen 
oder Zellorganellen stammen bzw. ob es sich um eine Folgeerscheinung einer viralen 
Infektion handelt, müsste näher untersucht werden.  Diese zuvor beschriebenen pathogenen 
Veränderungen könnten zwar auf eine virale Infektion hinweisen, doch konnten mittels 
ultrastruktureller Methoden keine Viren im hämatopoetischen Gewebe festgestellt werden. 
Auch konnten in den Zellkernen der Lymphozyten-Typ 1 keine Herpesviren beobachtet 
werden. Ob es sich bei den sog. Zwischenformen tatsächlich um Herpesviren oder um in z.B. 
lysosomenartige Vesikel aufgenommene Partikel handelt, müssten weitere zytochemische 
Untersuchungen klären.  
Eine spezialisierte Gruppe der Lymphozyten sind die sogenannten NK-Zellen, „natural killer 
cells“ oder „non-specific cytotoxic cells“ (NCC), welche aberrante Zellen durch eine 
spontane Zytotoxizität eliminieren (EVANS et al., 1984; TIMONEN et al., 1981; 
TRINCHIERI, 1994). Charakteristisches Merkmal dieser Abwehrzellen sind ihre im 
Zytoplasma der Zellen liegenden elektronendichten Granula, welche zytotoxische 
Effektorsubstanzen enthalten, die sie nach Erkennung und Bindung an die Zielzelle freisetzen 
und letztere durch eine spontane zellvermittelte Zytolyse zerstören (JASO-FRIEDMANN et 
al., 2001). FUJIMAKI und ISODA (1990) untersuchten Leukozyten bei Cypriniden 
(Carassius auratus), stellten bei ebendiesen Zellen  morphologische Ähnlichkeiten zu 
Lymphozyten fest, ordneten diese Zellen aber aufgrund ihrer charakteristischen kristalloiden 
und fibrillären Einschlüsse nicht der Gruppe der Lymphozyten zu, sondern bezeichneten sie 
als eosinophile Granulozyten. Diese Autoren verglichen ihre Ergebnisse allerdings  mit 
eosinophile Zellen von Säugetieren, welche  ebenfalls kristalloide Einschlüsse im Zytoplasma 
aufwiesen. Auf die Funktion dieser Zellen bzw. auf die Entstehung der kristalloiden bzw. 
fibrillären Einschlüsse gingen FUJIMAKI und ISODA nicht näher ein. BIELEK 
(1988,1989,1990) berichtet beim Karpfen (Cyprinus carpio L.) von Leukozyten mit typischer 
Lymphozytenmorphologie, welche  nach Inkubation mit HeLA-Tumorzellen Pseudopodien 
bzw. Zytoplasmafortsätze ausbildeten, Kontakt zu diesen Targetzellen aufnahmen und 
charakteristische Vesikel mit parakristallinen, elektronendichten Einschlüssen und fibrillären 
Strukturen ausbildeten. MESEGUER et al. (1994) führten bei marinen Knochenfischen 
(Sparus auratus L.) ähnliche Inkubationsversuche mit HeLa-Targetzellen durch. Im 
Gegensatz zu den von BIELEK  untersuchten Cypriniden (Cyprinus carpio L.)  zeigten die 




von MESEGUER et al. (1994)  untersuchten lymphozytischen Effektorzellen nur selten 
elektronendichte zytoplasmatische Granula. 
Die in der vorliegenden Arbeit als Lymphozyten-Typ 2 bezeichneten Zellen zeigen 
Übereinstimmungen mit Arbeiten von BIELEK (1988,1989). Aufgrund ihrer Morphologie 
mit im peripheren Zytoplasma der Zellen liegenden Zellkernen, welche rund zwei Drittel der 
Zelle einnehmen, eine für Lymphozyten typisch geblockte Chromatinverteilung aufweisen, 
sowie durch das Vorkommen weniger Mitochondrien, meist gut ausgebildeter Golgi-
Apparate, gut entwickeltem ER und zahlreicher Ribosomen, können diese Lymphozyten-Typ 
2 einerseits zur Gruppe der Lymphozyten gezählt werden, andererseits können diese Zellen, 
deren Zytoplasma durch das Vorkommen granulierter Vesikel mit elektronendichten 
Einschlüssen von rundlicher, ovoider, rhomben- bzw. rautenförmiger Gestalt sowie durch die 
Ausbildung lysosomenartiger Vesikel, welche zusätzlich zu den elektronendichten 
Einschlüssen auch fibrilläre Strukturen aufweisen, zur Gruppe der NCC bzw. NK-Zellen 
gezählt werden. Im Unterschied zu den Ergebnissen von BIELEK (1988,1990) zeigen nur 
wenige dieser Lymphozyten-Typ 2 Kontakte zu benachbarten Zellen. Dies könnte allerdings 
daran liegen, dass in der vorliegenden Arbeit keine Inkubationsversuche mit speziellen 
Targetzellen durchgeführt wurden. Ungeklärte Fragen gibt es auch hinsichtlich der 
Entstehung, der in den granulierten  bzw. lysosomenartigen Vesikeln liegenden kristalloiden, 
elektronendichten Einschlüsse bzw. warum einige wenige dieser kristalloiden Einschlüsse 
eine stark ausgeprägte hexagonale Form besitzen. Ob es sich bei den hexagonalen 
Einschlüssen um ein für Cypriniden charakteristisches Merkmal handelt, konnte in der 
vorliegenden Arbeit nicht geklärt werden. Nachdem bei Knochenfischen im Allgemeinen 
bzw. bei Cypriniden im Speziellen nur wenige Publikationen über diese charakteristisch 
geformten Einschlüsse vorliegen, müssten differenziertere Untersuchungen folgen, um diese 
Hypothese zu bestätigen. Auch gibt es nach wie vor offene Fragen zur Funktion und 
Entstehung der fibrillären Einschlüsse.  
Im Vergleich zu Knochenfischen gibt es bei höheren Wirbeltieren mannigfaltige Literatur 
über die in NK-Zellen vorkommenden zytotoxischen Granula und ihre Effektorsubstanzen. 
BURCKHARDT et al. (1990) berichteten bei Ratten über das Vorkommen elektronendichter 
Granula, welche als modifizierte (sekretorische) Lysosomen bezeichnet wurden. Diese 
zytotoxischen Granula  enthalten zahlreiche zytotoxische Effektorsubstanzen, welche nicht 
nur an der Erkennung und Bindung von NK-Zellen an Targetzellen beteiligt sind, sondern 




auch in unterschiedlicher Weise miteinander interagieren bzw. verschiedene Funktionen in 
den Zellen  ausüben (JASO-FRIEDMANN et al., 2001; LIEBERMANN, 2003; PLOUFFE et 
al., 2005).  
Eine dieser Effektorsubstanzen ist Calreticulin, ein residentes ER-Protein, welches an 
zellulären Prozessen wie Bindung und Speicherung von Kalziumionen, an der Regulation des 
Kalziumhaushaltes, an Zell-Zell-Kommunikationen,  an Interaktionen mit (ER)-Proteinen,  
Rezeptoren und Enzymen beteiligt ist. Calreticulin verhindert osmotische Lyse von 
Effektorzellen, indem es  mit zytotoxisch wirksamen Perforin einen Komplex bildet und auf 
diese Weise die membranlytische Funktion von Perforin  hemmt. CRT wurde in 
unterschiedlichen Zelltypen und Zellkompartimenten wie an Zelloberflächen aktivierter T-
Lymphozyten, an den Zelloberflächen PHA-stimulierter Leukozyten, an Membranen 
zirkulierender Neutrophiler, im Zytoplasma, im Zytosol und im Zellkern nachgewiesen, wo 
dieses multifunktionelle Protein unterschiedlichste Funktionen inne hat (FRASER et al., 
1998; JOHNSON et al., 2001; DUPUIS et al., 1993; BURNS et al., 1992; KALES et al., 
2007; GHIRAN et al., 2003; LEUNG-HAGENSTEIJN et al., 1994; CONRAD et al., 1996; 
HOLASKA et al., 2001; AFSHAR et al., 2005; DEDHAR et al., 1994; TREVES et al., 1998; 
MESAELI et al., 1999). Calreticulin ist ein konserviertes Protein, das nicht nur bei 
Säugetieren und Pflanzen sondern auch bei Knochenfischen wie der Regenbogenforelle 
(Oncorhynchus mykiss) nachgewiesen  wurde (KALES et al., 2004). In den Lymphozyten-
Typ 2 wurde Calreticulin primär in den granulierten bzw. lysosomenartigen Vesikeln 
nachgewiesen, wo besonders starke Reaktionen an meist einzeln liegenden hexagonal 
geformten elektronendichten kristalloiden Einschlüssen sichtbar wurden. Bei diesen 
hexagonalen Einschlüssen wurde CRT meist in der Peripherie der Granula detektiert, in 
seltenen Fällen zentral liegend  und in Clustern angeordnet. Kleinere kristalloide Einschlüsse 
hingegen zeigten schwächere CRT-Markierungen - dies könnte ev. daran liegen, dass dem 
CRT aufgrund der kleineren Oberfläche weniger Bindungsstellen zur Verfügung standen. 
DUPUIS et al. (1993), FRASER et al. (1998) und ANDRIN et al. (1998) bestätigen in 
untersuchten CTLs bzw. NK-Zellen bei Ratten das Vorkommen von CRT in zytotoxischen 
Granula. In der vorliegenden Arbeit konnte CRT durch spezifische Antikörperreaktionen in 
zytotoxischen elektronendichten Granula detektiert werden. Der Nachweis von CRT in den 
elektronendichten kristalloiden Einschlüssen der Lymphozyten-Typ 2, könnte hiermit die 
Hypothese unterstützen, dass es sich bei ebendiesen granulierten Lymphozytentyp um NK-
Zellen handelt. 




Interessant ist, dass positive CRT-Reaktionen an den fibrillären Einschlüssen der 
lysosomenartigen Vesikel sichtbar waren. Noch weitgehend ungeklärt ist nicht nur die 
Entstehung, Zusammensetzung und Funktion dieser fibrillären Strukturen sondern auch die 
dortige Funktion von Calreticulin. Weitere Untersuchungen auf zytochemischer bzw. 
molekularbiologischer Ebene müssten erfolgen um diese offenen Fragen abzuklären. 
In den Lymphozyten-Typ 1 und 2 wurde Calreticulin in Mitochondrien, im Zellkern, im 
Zytoplasma sowie an Zelloberflächen bzw. an Membranen der Vesikel und Granula 
nachgewiesen.  Calreticulin kann in Mitochondrien, welche nicht nur an zellinternen 
Stoffwechselprozessen  wie Bereitstellung von Energie in Form von ATP, Zitratzyklus, ß-
Oxidation oder Atmungskette beteiligt sind, sondern neben dem ER, als wichtiger Speicherort 
von Ca+2-Ionen dienen, Ca+2-Ionen über Kalziumkanäle bzw. spannungsabhängige 
Natriumkanäle in ihre Matrix aufnehmen bzw. an das Zytoplasma abgeben, und an in der 
Mitochondrienmatrix  gespeicherte Ca+2-Ionen binden (KOOLMANN und RÖHM, 1998). 
Das Vorkommen von CRT in Mitochondrien stimmt mit Arbeiten von  ARNAUDEAU et al. 
(2002) überein, welche nicht nur das Vorkommen von CRT in Mitochondrien bestätigen, 
sondern auch nachweisen konnten, dass CRT über die C-Domäne an Kalziumionen bindet. 
Die stark saure C-Domäne von CRT ist demnach nicht nur für die Regulation des Ca+2-
Haushaltes zuständig, sondern fungiert auch als Ca+2-Sensor, Ca+2-Speicherort und bindet 
Kalzium mit hoher Kapazität (MICHALAK et al., 1999; NAKAMURA et al., 2001; BAKSH 
et al., 1995). Im Zellkern bindet Calreticulin über seine N-Domäne an Integrine, an 
Hormonrezeptoren und interagiert mit dem Histon H1 (TREVES et al., 1998; LEUNG-
HAGESTEIJN et al., 1994; DEDHAR et al., 1994; ARNAUD et al., 1996). In der 
vorliegenden Arbeit wurde CRT vorwiegend im Heterochromatin der Zellkerne sowie in der 
Grenzregion Zellkernmembran/Zytoplasma festgestellt. Im Zellkern könnte CRT an der 
Regulation, Aktivierung bzw. Inhibierung bestimmter Hormone bzw. Rezeptoren beteiligt 
sein. Zellkerne enthalten neben DNA und Histonen  auch geringe Mengen an Kalzium. Dieses 
Kalzium kann über Kernporen in das Zytoplasma der Zelle austreten, wie HOLASKA et al. 
(2002) berichteten. Dies könnte auch erklären warum CRT im kernnahen Zytoplasmabereich 
der Lymphozyten-Typ 1 und 2 detektiert wurde. CRT-Lokalisierungen im Zytoplasma 
könnten einerseits durch freigesetzte Ca+2-Ionen aus den Mitochondrien erklärt werden, 
andererseits auf Bindung zytotoxisch wirkender Kalziumionen zurückzuführen sein. 
GEORGE und ORRENIUS (1999) berichten, dass CRT zytoplasmatische Ca+2-Ionen binden, 
einer zytotoxischen Wirkung von Kalzium dadurch entgegenwirken und somit erhöhte 




Kalziumkonzentrationen, welche zu Zellschädigungen führen können verhindern kann. 
Fallweise trat CRT im Zytoplasma der Lymphozyten-Typ 1 geclustert auf. Dieses verstärkte 
Auftreten von Calreticulin könnte auf kleine sich entwickelnde Granula hinweisen. In der 
vorliegenden Arbeit wurde CRT an den Zelloberflächen der Lymphozyten-Typ 1 und 2 
detektiert, wobei bei den Lymphozyten- Typ 2 stärkere CRT-Reaktionen nahe der hexagonal 
geformten kristalloiden Einschlüsse zu beobachten waren.  Dieses an Zelloberflächen 
detektierte CRT stimmt mit Ergebnissen von KALES et al. (2007) überein, welche bei der 
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss), CRT an den Zelloberflächen PHA-stimulierter 
Leukozyten des Blutes  nachwiesen. Bei Säugetieren wurde CRT u.a. an den Oberflächen 
zirkulierender Neutrophiler (GHIRAN et al., 2003) sowie an aktivierten T-Lymphozyten des 
Menschen (AROSA et al., 1999) nachgewiesen, wo CRT mit MHC-I- Rezeptoren Komplexe 
eingeht, um T-Lymphozyten bzw. NK-Zellen  (u.a. bei viralen Infektionen) zu aktivieren.  
In den Lymphozyten-Typ 1 wurde CRT fallweise an den Granula- bzw. Vesikelmembranen, 
an den  fibrillären Einschlüssen der elektronenhellen Vesikel, in den elektronendichten 
Einschlüssen der Granula sowie in den peripher liegenden Einschlüssen der sog. 
Zwischenformen nachgewiesen.  Die Lokalisation von  CRT an Membranen könnte auf 
Interaktionen von Calreticulin mit speziellen Membranproteinen (z. B. integrale Proteine) 
zurückzuführen sein, wie  PETERS et al. (1991) berichten. Wie bereits bei den Lymphozyten-
Typ 2 beschrieben ist die Zusammensetzung, Entstehung und Funktion der fibrillären 
Einschlüsse sowie die mögliche Funktion von Calreticulin noch weitgehend ungeklärt. 
Dieselben offenen Fragen ergeben sich für positive CRT-Reaktionen in den elektronendichten 
Einschlüssen. Zytochemische  bzw. molekularbiologische Untersuchungen  könnten die 
Herkunft der fibrillären und elektronendichten Einschlüsse  bzw. die Funktion von 
Calreticulin klären.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Lymphozyten der Knochenfische, wie die der 
Säugetiere eine heterogene Gruppe von Zellen darstellen, die sich nicht nur durch ihre Größe, 
Form und durch ihren Reichtum an zytoplasmatischen Zellorganellen, sondern auch durch das 
Vorhandensein charakteristischer elektronendichter Granula voneinander unterscheiden. Die 
Lymphozyten-Typ 2 können aufgrund ihrer charakteristischen elektronendichten kristalloiden  
Granula zur Gruppe der NCC gezählt werden. Im Unterschied zu zytotoxischen Granula der 
Säugetiere besitzen die hier beschriebenen elektronendichten Granula charakteristische 
kristalloide und fibrilläre Einschlüsse. Diese kristalloiden und fibrillären Strukturen wurden  




bisher weitgehend nur bei Cypriniden beschrieben, was darauf deuten könnte, dass es sich 
hier um ein für Cypriniden typisches Merkmal handelt. Der Nachweis von Calreticulin  in 
diesen charakteristischen Granula zeigt eine  Übereinstimmung der NK (bzw. „NCC“)-Zellen 
von Knochenfischen und höheren Vertebraten, auch wenn diese morphologische Unterschiede 



















In der vorliegenden Arbeit wurden anhand ultrastruktureller Methoden Lymphozyten aus den 
Rumpfnieren von Karpfen (Cyprinus carpio L.), Spiegelkarpfen (Cyprinus carpio carpio), 
Goldfisch (Carassius auratus) und Giebel (Carassius auratus gibelio, L.) auf morphologische 
Unterschiede untersucht und so von den übrigen Leukozyten der Niere abgegrenzt. Aufgrund 
des Vorkommens zytoplasmatischer elektronendichter Granula wurden diese Lymphozyten in 
agranuläre (vesikuläre) Vorläuferzellen, granuläre Lymphozyten-Typ 1 und granuläre 
Lymphozyten-Typ 2 unterteilt. Im Unterschied zu den granulären Lymphozyten-Typ 1, 
welche neben elektronendichten Granula auch elektronenhelle Vesikel und sog. 
Zwischenformen im Zytoplasma der Zellen ausbilden, zeigten sich in den granulierten  bzw. 
lysosomenartigen Vesikel der granulären Lymphozyten-Typ 2 teils elektronendichte, rund bis 
kristalloid oder hexagonal geformte, aber auch fibrilläre Einschlüsse. Um das Auftreten von 
Calreticulin, welches in Säuger-NK-Zellen als Komponente zytotoxischer Granula u.a. an der 
Freisetzung zytotoxischer Effektorsubstanzen beteiligt ist, in diesen charakteristischen 
Granula nachzuweisen, wurden immunzytochemische Untersuchungen mit anti-Calreticulin-
Antikörpern durchgeführt. Neben einer relativ schwachen Reaktion in den Typ 1-
Lymphozyten zeigte sich in den granulierten Typ 2-Lymphozyten  eine besonders starke 
CRT-Reaktion  an großen, meist einzeln liegenden hexagonal geformten elektronendichten 
Einschlüssen.  Der Nachweis von CRT in diesen elektronendichten kristalloiden Einschlüssen 



















In the present study lymphocytes in the kidney of four cyprinids i.e. carp (Cyprinus carpio 
L.), mirror carp (Cyprinus carpio carpio), goldfish (Carassius auratus) and Chinese carp 
(Carassius auratus gibelio, L.) were examined ultrastructurally with the focus on the 
differentiation of granular lymphocytic subtypes. Based on the appearance on their 
cytoplasmic electron dense granules these cells could be divided into “agranular” but vesicle 
containing cells representing probably the precursors of granular lymphocytes-type 1 which 
display electron dense granules, electron lucent vesicles and intermediate forms in their 
cytoplasm. The lymphocyte-type 2 is characterized by electron dense granules, round to 
crystalloid or hexagonally shaped inclusions as well as fibrillar inclusions in the granular or 
lysosomal vesicles. To investigate the presence of calreticulin, a component of cytotoxic 
granules of mammalian NK cells which is involved in the release of cytotoxic effector 
substances, immuncytochemical investigations with calreticulin antibodies were carried out. 
The reaction in the vesicle containing granules of type 1-lymphocytes was comparatively 
weak, while granules in type 2-lymphocytes showed a positive reaction, especially in the 
often hexagonally formed electron dense inclusions. The detection of CRT in these 
characteristic crystalloid inclusions supports the hypothesis that these granular lymphocytes-
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